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os basidiomicetos, también conoci-
dos como macromicetos, son los más
evolucionados del reino Fungi.1 En-
tre la gran diversidad de organismos
vivos, los basidiomicetos se consideran la mayor
fuente de productos naturales biológicamente ac-
tivos, ya sean compuestos, constitutivos del
macromiceto o metabolitos secundarios produci-
dos por los mismos.2,3
     Estos hongos se han utilizado ampliamente en
la medicina tradicional oriental desde hace miles
de años, y a la fecha se han aislado diversas sustan-
cias a partir del cuerpo fructífero o micelio de es-
pecies de basidiomicetos que crecen en Oriente.
Entre los principales compuestos activos aislados
se encuentran los proteoglucanos y polisacáridos,
para los cuales se ha demostrado actividad antitu-
moral, inmunomoduladora, hipoglucemiante,
antimicrobiana y antioxidante, entre otras.4-8
     Actualmente, el uso de los macromicetos se
ha extendido alrededor del mundo; países como
Corea, China y Japón, en Oriente; asimismo,
Rusia, Estados Unidos y Canadá han incorpora-
do estos hongos en el tratamiento de diversas en-
fermedades.9
    En México, donde crece una gran diversidad
de macromicetos, la evaluación de la actividad
biológica de los mismos constituye un campo
prácticamente inexplorado.10,11 Por lo anterior, el
Departamento de Farmacología y Toxicología ini-
ció una línea de investigación encaminada a la eva-
luación de la actividad biológica de especies de
macromicetos que crecen en nuestro país, para
establecer su potencial como fuente de produc-
tos de interés farmacológico. A la fecha, se ha de-
mostrado la actividad inmunomoduladora de ex-
tractos de micelio de cepas mexicanas de Lentinus
lepideus, Calvatia cyathiformis y Armillaria tabescens
en ratones BALB/c,12 así como la actividad hipo-
glucemiante de Lentinus lepideus, Calvatia
cyathiformis y Ganoderma applanatum en ratas Wistar
con diabetes experimental inducida con aloxana.13
Para estas especies, además, se ha demostrado ac-
tividad antioxidante in vitro.12
Con relación a la actividad antimicrobiana, a-
demás de los estudios realizados con
basidiomicetos de Oriente en modelos in vivo, en
los cuales el principal mecanismo de acción es
debido —al igual que la actividad antitumoral— a
la estimulación del sistema inmune del huésped,
se ha reportado actividad de fracciones o compues-
tos aislados a partir de micelio contra diversos mi-
croorganismos en ensayos realizados in vitro.14-17
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     La evaluación de la actividad biológica de los
macromicetos puede realizarse utilizando su cuer-
po fructífero recolectado en el campo, o cultivan-
do el macromiceto in vitro, y empleando ya sea el
micelio o el cuerpo fructífero. El cultivo in vitro
permite controlar condiciones de humedad, tem-
peratura, pH, y evitar la presencia de contaminan-
tes. A la fecha, los estudios de actividad biológica
realizados en nuestro laboratorio se han efectua-
do con el micelio de los macromicetos cultivados
in vitro.
     Sin embargo, se sabe que los macromicetos
cultivados in vitro producen  metabolitos secun-
darios, los cuales se acumulan tanto en el micelio
del hongo como en el medio de cultivo al cual
son secretados. Para un mismo metabolito, la dis-
tribución entre el medio de cultivo y el micelio se
encuentra correlacionado con la solubilidad que
tenga en agua, y con la facilidad de cada metabolito
de atravesar las membranas celulares.17,18
   En este contexto, la actividad antimicrobiana
de basidiomicetos que crecen en Oriente ha sido
demostrada, tanto para muestras de micelio de
especies Pleurotus spp o Suillus luteus que son acti-
vas contra Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis
MB964, respectivamente, como para muestras de
medio de cultivo donde crecieron cepas de
Coprinus similis y Lentinus degener, las cuales mostra-
ron que poseían actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus.19
     En el presente trabajo se investigó la produc-
ción de metabolitos secundarios activos de dos
especies de sillus: Suillus luteus y Suillus lakei recolec-
tados en Nuevo León. Para lo anterior se evalua-
ron las actividades antifúngica, antibacteriana,
antioxidante y la citotoxicidad de muestras de
medio, donde se cultivaron las dos especies, obte-
nidas a diferentes tiempos. Además se realizó un
fraccionamiento del medio de cultivo de la espe-
cie que resultó más activa, y se evaluó la actividad
biológica de las fracciones obtenidas.
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Materiales y métodos
Cultivo in vitro de macromicetos
El cultivo de los macromicetos se realizó en con-
diciones de esterilidad, dentro de una campana
de flujo laminar. A partir de cepas puras de Suillus
luteus y Suillus lakei, obtenidas del Departamento
de Silvicultura de la Facultad de Ciencias Foresta-
les de la UANL, campus Linares, se tomaron mues-
tras de micelio con un bisturí estéril  y se coloca-
ron en cajas Petri que contenían medio de Melin-
Norkrans solidificado con agar bacteriológico. Las
cajas Petri sembradas se incubaron durante dos
semanas, a una temperatura de 25ºC y con ciclos
de luz-oscuridad de 12 h.
     Los cultivos en medio líquido se realizaron
tomando  inóculos de los cultivos en medio sóli-
do,  los cuales se sembraron en matraces Erlenmeyer
que contenían 150 mL de medio modificado de
Melin-Norkrans, a pH 6.5. Los matraces se deja-
ron incubar a 25ºC, con ciclos de luz-oscuridad
de 12 h, durante dos meses. Se obtuvieron mues-
tras de medio de cultivo, mediante filtración para
eliminar el micelio, a las dos semanas, un mes y
dos meses de crecimiento de  los macromicetos.
Las muestras del medio de cultivo se liofilizaron y
se almacenaron a -4ºC hasta su evaluación.
Evaluación de la actividad biológica
de las muestras
a) Evaluación de la actividad antimicrobiana
La actividad antimicrobiana se evaluó en los si-
guientes microorganismos: Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923;
Candida albicans ATCC 90028 y LIID Z-83,
Mycobacterium smegmatis LR-222 y Sporothrix schenkii
LIID-713 y LIID-1458. Los microorganismos fue-
ron cultivados en agar Saburaud, y se efectuó el
método de dilución en caldo para efectuar la eva-
luación de la actividad antimicrobiana.20
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     El inóculo para cada microorganismo emplea-
do se ajustó de acuerdo con el estándar número 1
del nefelómetro de MacFarland.21 Para preparar las
suspensiones celulares se emplearon las colonias
sembradas de los microorganismos y una solución
estéril de NaCl al 0.9%.
     Las muestras liofilizadas de medio de cultivo,
sin basidiomiceto, obtenidas a diferentes tiempos,
se pesaron y a partir de éstas se prepararon solu-
ciones en medio de cultivo a una concentración
de 8 mg/ml, las cuales se esterilizaron a través de
filtros Millipore de 0.22 µm de tamaño de poro.
   Después de la preparación del inóculo, y de las
soluciones de las muestras a evaluar, se realizaron
diluciones seriadas a partir de la muestra (un total
de nueve diluciones). Posteriormente se coloca-
ron, en placas de 96 pozos, el inóculo y cada una
de las diluciones que se evaluron en una disposi-
ción que permitiera probar todas las diluciones
con cada uno de los inóculos. Como control
positivo de crecimiento microbiano se emplearon
pozos a los que se les agregó medio de cultivo y el
inóculo correspondiente, y como control negati-
vo de crecimiento microbiano se utilizaron pozos
que contenían solamente medio de cultivo; la
ausencia de turbidez en las celdillas, apreciable a
simple vista, se comparó con los controles, y se
consideró como positivo para la presencia de com-
puestos con actividad antimicrobiana.
b) Evaluación de la actividad antioxidante
Para la evaluación de la actividad antioxidante se
manejaron células de hígado de Chang, las cuales
se mantuvieron en frascos de cultivo utilizando
como nutriente medio esencial mínimo (MEM),
suplementado a 10% con suero fetal bovino (SFB),
a una temperatura de 37ºC y una atmósfera de
95% aire/5% CO
2, 
hasta la formación de
monocapa. Las células en monocapa se expusie-
ron a 1 mL de tripsina a 0.25%, durante diez
minutos, para desprender la monocapa celular, y
se ajustó la densidad celular a 1x104 células/mL.
Posteriormente se colocaron 0.1 mL de la suspen-
sión celular a cada celdilla de la placa de 96 po-
zos, la placa se incubó a 37ºC en una atmósfera
95% aire/5% CO
2
, durante 24-48 h, hasta la for-
mación de una monocapa celular.
     La evaluación de la actividad antioxidante de
las muestras de medio se efectuó mediante el mé-
todo de Bass et al.22 En esta técnica se emplea el
diacetato de diclorofluoresceína (DCFDA) como
indicador intracelular de la presencia de especies
reactivas de oxígeno (ROS).
    Se preparó una solución de 10 mg/mL (disuel-
tas en MEM) de cada una de las muestras de me-
dio de cultivo liofilizado, obtenidas a los diferen-
tes tiempos, y se esterilizaron por filtración.
    La placa con las células en monocapa se expu-
so a las muestras (rango 10 mg/mL a 0.312 mg/
mL) en presencia y ausencia de DCFDA. La placa
expuesta se incubó a 37ºC, y se midió la fluores-
cencia emitida cada hora, durante seis horas, a una
longitud de onda de  485 nm de excitación y 530
nm de emisión. Como control positivo de activi-
dad oxidativa se utilizó la xantina oxidasa, y como
control positivo de actividad antioxidante a la vi-
tamina C; como control negativo se colocaron
celdillas con el solvente (MEM). La evaluación se
realizó en tres ocasiones diferentes en experimen-
tos separados.
c) Evaluación de citotoxicidad
Para la evaluación de la citotoxicidad se utilizaron
células de hígado de Chang cultivadas en las con-
diciones antes descritas. Para la realización del ex-
perimento se retiró el medio de cultivo a la placa
donde se encontraban las células en monocapa, y
se colocaron en cada pozo 0.2 ml de las muestras
a evaluar. Se evaluaron seis concentraciones (ran-
go 10 mg/mL a 0.312 mg/mL) para las muestras
de cada uno de los tiempos (una semana, un mes
y dos meses). Posteriormente, la placa se incubó a
37ºC a una atmósfera de 95% aire/5% CO
2
, du-
rante 48 horas. Se utilizaron tres celdillas para cada
una de las concentraciones, y en todas las placas
se utilizaron celdillas control que contenían sólo
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el solvente. Cada experimento se repitió, míni-
mo, en tres ocasiones por separado.
    Una vez transcurrido el periodo de exposición
celular a las muestras, se efectuó una revisión
morfológica del aspecto celular, en un invertos-
copio y, posteriormente, se realizó la prueba de
reducción del metiltiazoltetrazolio (MTT), de
acuerdo al método de Mossmann.23
Análisis estadístico
Los datos se estudiaron mediante un análisis de
varianza (ANOVA), estableciéndose el valor de p
d≤0.05 para indicar una diferencia significativa.
Resultados
Cultivo in vitro de macromicetos
Bajo las condiciones de incubación utilizadas, se
observó un buen crecimiento para ambas cepas
de Suillus, y cada una de éstas conservó sus carac-
terísticas de desarrollo (figura 1).
Actividad antimicrobiana
De las dos cepas evaluadas, sólo las muestras de
Suillus lakei,  obtenidas a los dos meses de cultivo,
mostraron actividad antimicrobiana contra
Sporothrix  schenkii  LIID1458, a una concentra-
ción de 4 mg/mL.
Evaluación de la actividad antioxidante
Las muestras de medio de cultivo obtenidas al  mes
y a los dos meses de crecimiento de Suillus lakei y
Suillus luteus mostraron que tenían actividad an-
tioxidante al producir una disminución significa-
tiva de la actividad oxidativa de la xantina oxidasa.
La actividad antioxidante se detectó a los 30 mi-
nutos de exposición celular, y se mantuvo duran-
te las seis horas de evaluación. Las muestras Suillus
lakei y Suillus luteus obtenidas al mes de cultivo
produjeron una reducción de la actividad
oxidativa de la xantina oxidasa de 75% y 20%,
respectivamente. La mayor actividad antioxidan-
te, en el caso de ambos basidiomicetos, se obtuvo
de las muestras de dos meses de cultivo, con las
que se observó una reducción de la actividad
oxidativa de la xantina oxidasa de 75%, en el caso
de Suillus lakei,  y de 38% para Suillus luteus. Las
muestras obtenidas después de una semana de cre-
cimiento no produjeron actividad antioxidante.
Al comparar la actividad antioxidante de las mues-
tras de dos meses de cultivo de ambos
basidiomicetos con la de la vitamina C, se obser-
vó que Suillus lakei produjo una actividad antioxi-
dante mayor que la de la vitamina C, al ser evalua-
dos con la misma concentración (figura 2).
Evaluación de citotoxicidad
Las muestras de Suillus luteus y Suillus lakei, obteni-
das a la semana, al mes y a los dos meses de culti-
vo, y evaluadas en un rango de concentración de
10 a 0.312 mg/mL, no fueron citotóxicas.
Fraccionamiento biodirigido
Para el fraccionamiento biodirigido se seleccionó
a Suillus lakei, porque produjo la mayor actividad
antioxidante y mostró actividad antimicrobiana
contra S. schenkii LIID1458.
     El fraccionamiento se efectuó mediante de sol-
ventes de distinta polaridad. Se inició con una
precipitación con etanol durante 24 h,  al cabo
de este tiempo se separó el precipitado del
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Fig 1. Aspecto del cultivo in vitro de: A) Suillus luteus, B) Suillus
lakei a los dos meses de crecimiento.
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sobrenadante; el precipitado se dejó secar y la frac-
ción obtenida se denominó fracción F1.24 Al
sobrenadante se le realizaron extracciones sucesi-
vas con distintos solventes: se inició con hexano,
se continuó con acetato de etilo y, finalmente, se
utilizó butanol. Las extracciones con cada solven-
te se realizaron tres veces, y cada fase orgánica se
hizo pasar a través de sulfato de sodio anhidro.
Las tres fracciones obtenidas, denominadas FII,
FIII y FIV, se llevaron a sequedad en rotavapor, se
recuperaron y se colocaron en tubos Eppendorf.
Las muestras de las fracciones se almacenaron a -
4ºC hasta su evaluación. Para la evaluación de la
actividad biológica de la fracciones se utilizaron
los mismos parámetros antes descritos.
B. Actividad antioxidante
 Las fracciones FIII y FIV (obtenidas con acetato
de etilo y butanol, respectivamente) mostraron
actividad antioxidante al reducir la oxidativa de
la xantina oxidasa en 60% y 45%, respectivamen-
te, a la concentración de 1 mg/mL (figura 3).
Evaluación de la actividad biológica de las frac-
ciones FI, FII, FIII y FIV
A. Actividad antimicrobiana
Las fracciones FI, FIII y FIV de Suillus lakei mos-
traron tener actividad antimicrobiana a la dosis
500 mg/mL. En el caso de la fracción F1, ésta fue
activa contra todos los microorganismos evalua-
dos (tabla I).
Fig. 2. Comparación de actividad antioxidante de muestras de
medio de cultivo  (10 mg/mL) de Suillus lakei y Suillus luteus,
obtenidas a los dos meses de crecimiento y vitamina C (10
mg/mL). * pd≤ 0.05.
Tabla I. Actividad antimicrobiana de las fracciones FI, FII,
FIII y FIV de Suillus lakei. Las cruces representan actividad
antimicrobiana a la dosis  500 mg/mL (+).
Fig. 3. Actividad antioxidante de las fracciones FI, FII, FIII y
FIV (1 mg/mL) de Suillus lakei. * pd≤ 0.05.
C. Citotoxicidad
Ninguna de las fracciones de Suillus lakei fue
citotóxica.
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Discusión
En este estudio se investigó la producción de me-
tabolitos secundarios activos de dos especies de
basidiomicetos originarios del noreste del país:
Suillus luteus y Suillus lakei. La actividad biológica
evaluada incluyó su efecto antioxidante, la activi-
dad antimicrobiana y la citotoxicidad.
Las muestras se obtuvieron a la semana, al mes
y a los dos meses de cultivo, con el propósito de
evaluar la posible producción de metabolitos ac-
tivos, considerando diferentes etapas del creci-
miento de los basidiomicetos in vitro. En la eva-
luación de la actividad antioxidante se observó
que las muestras obtenidas después de una sema-
na no fueron activas, mientras las muestras de un
mes y de dos meses de crecimiento produjeron
actividad antioxidante, y ésta fue significativamente
mayor en las muestras de dos meses. En el caso de
la actividad antimicrobiana, se observó que sólo
las muestras obtenidas a los dos meses de creci-
miento fueron activas. Estos resultados indican
que la producción de metabolitos activos es ma-
yor a los dos meses de crecimiento. Lo anterior
pudiera deberse a que el metabolismo del hongo
durante la fase inicial se concentra en su propio
crecimiento, y sólo hasta que se agotan los nu-
trientes se activan las enzimas que forman parte
de las rutas metabólicas secundarias del organis-
mo.17
Las especies reactivas de oxígeno (anión supe-
róxido, radical hidroxilo y peróxido de hidróge-
no, entre otros),  producidas por los rayos del
sol, radiación ionizante, o procesos metabólicos,
se han relacionado fuertemente con una gran va-
riedad de estados patológicos, entre los que se
encuentran enfermedades autoinmunes (como la
artritis reumatoide), ateroesclerosis y cáncer; se ha
propuesto que las substancias con actividad an-
tioxidante pudieran ser útiles en la terapéutica de
este tipo de padecimientos.25
En este estudio se demostró que las dos cepas
de basidiomicetos evaluados tuvieron una impor-
tante actividad antioxidante y no fueron
citotóxicos, lo cual concuerda con lo reportado
para diversas especies de basidiomicetos que cre-
cen en oriente como: Coriolus versicolor, Lentinus
edodes, Ganoderma  lucidum y Tricholoma lobayense.26
Suillus lakei fue la especie más activa y de particu-
lar interés debido a que  la actividad antioxidante
de las muestras de dos meses de cultivo de esta
especie fue incluso mayor que  la  producida por
la vitamina C, considerando que la muestra se
evaluó como extracto y no como compuesto puro.
Al fraccionar las muestras de Suillus lakei,  se ob-
servó que la actividad antioxidante fue mayor y
que los compuestos activos se encuentran en las
fracciones III y IV.
En el caso de la actividad antimicrobiana, en
este estudio se demostró que la cepa de Suillus
lakei produce metabolitos secundarios con activi-
dad antimicrobiana.
Al fraccionar las muestras de dos meses de cre-
cimiento de Suillus lakei y evaluar  la actividad bio-
lógica de las cuatro fracciones  obtenidas, se ob-
servó que el espectro de actividad antimicrobiana
fue mayor que el observado para la muestra cru-
da, particularmente en el caso de las  fracciones
FIV y FI, siendo esta última activa contra los siete
microorganismos evaluados. De particular interés
fue la actividad mostrada por ambas fracciones
contra S. schenkii, lo cual es relevante, ya que uno
de los pocos tratamientos disponibles en la tera-
péutica de una infección por este microorganis-
mo es una solución de yoduro de potasio.27
En cuanto a propiedades antioxidantes de las
fracciones, se observó que los principios activos
predominan en las fracciones FIII y FIV.
Los resultados obtenidos acerca de la activi-
dad antioxidante y antimicrobiana, de muestras
de medio de cultivo de basidiomicetos cultivados
in vitro, constituyen el primer reporte de activi-
dad farmacológica de metabolitos secundarios
secretados al medio de cultivo por basidiomicetos
originarios del noreste del país.
Se demuestra además que, al igual que los
basidiomicetos que crecen en oriente, los
basidiomicetos que crecen en nuestro país pue-
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den ser fuente de productos con potencial farma-
cológico, como en el caso de las especies evalua-
das en este estudio.
Conclusiones
Suillus lakei y Suillus luteus mostraron que tenían
actividad antioxidante, siendo Suillus lakei el más
activo. Suillus lakei mostró actividad antimicro-
biana, y el fraccionamiento inicial de muestras de
esta especie reveló que la fracción etanólica (FI)
tuvo  actividad antimicrobiana contra todos los
microorganismos evaluados, y la fracción
butanólica (FIV) tuvo la  mayor actividad antioxi-
dante. Se propone que las especies de
basidiomicetos evaluadas en este estudio son fuen-
te de metabolitos secundarios con potencial far-
macológico, por lo que se realizarán estudios para
el aislamiento de  los compuestos activos presen-
tes en las fracciones.
Resumen
En este estudio se evaluó la actividad antioxidan-
te, antimicrobiana y citotoxicidad de dos cepas
de basidiomicetos originarios del noreste de Méxi-
co. La actividad antioxidante se evaluó mediante
la prueba de fluorescencia de DCFDA, la activi-
dad antimicrobiana se evaluó mediante la técnica
de dilución en caldo, y la citotoxicidad se deter-
minó utilizando células de hígado de Chang, me-
diante la técnica del MTT. Ninguna de las cepas
resultó citotóxica, ambas tuvieron actividad an-
tioxidante, siendo Suillus lakei la más activa. Suillus
lakei mostró actividad antimicrobiana contra S.
schenkii. Se realizó un fraccionamiento biodirigido
de Suillus lakei, y las fracciones I y IV  fueron  las
de mayor actividad antimicrobiana y antioxidan-
te, respectivamente.
Palabras clave: Basidiomicetos, Actividad antioxi-
dante, Actividad antimicrobiana.
Abstract
In this study the cytotoxicity, antioxidant, and
antimicrobial activity of culture broth of Mexi-
can strains of Suillus lakei and Suillus luteus were
evaluated. The antioxidant activity was measured
with the DCFDA assay, the antimicrobial activity
was evaluated with the microdilution broth tech-
nique, and the cytotoxicity was evaluated in Chang
liver cells with the MTT assay. The strains were
not cytotoxic and both strains showed an impor-
tant antioxidant effect, being Suillus lakei the most
active. Suillus lakei showed antimicrobial activity
against S schenkii. Suillus lakei was fractionated, hav-
ing the fraction I and IV with the greatest antimi-
crobial and antioxidant activity respectively.
Keywords: Basidiomycetes, Antioxidant activity,
Antimicrobial activity.
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